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(57) Abstract 

A method and a device for making cell membranes permeable using electrical discharges (electroporation), wherein at least 
one short electrical discharge is applied to a suspension containing cells to be made permeable and molecules to be aa»mmodat- 
ed therein, in order to generate in said suspension a high-value electric field, whereafter at least one longer electrical discharge is 
applied thereto to generate a lower-value electric field therein. 

(57)Abrege 

L'invention concerne un precede et dispositif de permeabilisation de membranes cellulaires par decharge eiectrique (elec- 
troporation) dans lequel on applique a une suspension contenant des cellules a rendre permeases, ainsi que des molecules desti- 
nees a etre logees a I'interieur des cellules, successivement, au moins une decharge eiectrique de courte duree engendrant dans la 
suspension un champ eiectrique de valeur elevee et ensuite au moins une decharge eiectrique de plus longue duree et engendrant 
dans la suspension un champ eiectrique de valeur moins elevee. 
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10 PROC£d£ ET DTSPOSITtF DE PERM£ABILISATION DE CELLULES 

VXVANTBS 

ohnet de 1' invention 

Le transfert de materiel g^netique nouveau ainsi 
que de prolines £trangeres ou autres molecules ou macro- 

15 molecules dans des cellules vivantes a gagne en importance 
depuis les derniers d^veloppements en biochimie et notamment 
en g6n£tique. 

La pr^sente invention est relative a ce domaine et 
concerne plus particulierement un proc<§d£ de perm<§abilisation 

20 des membranes de cellules vivantes ainsi qu'un dispositif 
pour la mise en oeuvre de ce proced6. 
Etat de la technique 

Parmi les differentes m<§thodes destinees a rendre 
les membranes cellulaires perm^ables, de fa<?on a permettre 

25 1 ' introduction de "corps strangers" on connait notamment les 
techniques de perm£abilisation par chocs eiectriques, couram- 
ment d£nommees "61ectroporation" . 

L'article "Transformation of bacteria by electro- 
poration" de B.M. Chassy et al., Trends in Biotechnology, 

30 vol- 6, n" 12 , ddcembre 1988, pages 303-309 decrit les prin- 
cipes de base utilises dans les ra^thodes classiques d'«§lec- 
troporation: il mentionne des experiences de transformation 
par electroporation qui ont 6t6 r<§alisees anterieurement sur 
des cellules eucaryotiques et procaryotiques . 

35 on utilise habituellement une impulsion ou une 

s£rie d' impulsions identiques, le plus souvent de haut vol- 
tage (en rfcgle g<§n£rale, des impulsions g6n<§rant un champ 
(§lectrique de 2 a 12 kV/cm) . Les d£charges appliques aux 
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cellules sont soit une dEcharge unique, soit un train d'ondes 
identigues de type exponentiel dEcroissant ou carrE par 
exemple . 

Une illustration d'une technique d' Electroporation 
5 de ce type, appliquEe a des cellules eucaryotiques est donnEe 
dans 1' article "Enhancer-dependent expression of human immu- 
noglobulin genes introduced into mouse pre-B lymphocytes by 
electroporation" de H. POUTER et al., Proc. Natl. Acad. Sci - 
USA, Vol. 81 f pages 7161-7165, Novembre 1984, qui dEcrit une 
10 mEthode dans laquelle l'application d'un choc electrique de 
2 a 4 kV dans une suspension contenant de 1'ADN clonE dans 
un vecteur plasmidien et des cellules murines a permis d'ob- 
tenir la transfection de genes dans ces cellules. 

Par 1 'article "Electric shock-mediated transfection 
15 of cells", Biochem. J. (1988) 251, 427-434, de David J, 
Winterbourne et al., il estconnu d'appliquer des impulsions 
de duree variable h une solution contenant les cellules a 
percer ainsi que de l'ADN h faire penetrer dans lesdites 
cellules. 

20 On y mentionne notamment des impulsions du type 

rectangulaire creant un champ Electrique de l'ordre de 2,5 
a 3 kV/cra. II y a egalement EtE montre une correlation entre 
la duree des impulsions et 1'efficacitE de 1' operation. 

Toutefois, 1' application d'un champ Electrique 

25 entraine une dissipation d'Energie importante dans la solu- 
tion qui a pour resultat une mortality ElevEe des cellules. 

L' article "High efficiency transformation of 
E. coli by high voltage electroporation", Nucleic Acids 
Research (1988), volume 16, n # 13, 6127-6144, de William J. 

30 Dower et al. et le brevet US-A-4 910 140 mentionnent des 
essais faisant appel a une Electroporation k l'aide d 7 impul- 
sions de courte durEe. On y atteint des rEsultats satisfai- 
sants avec des champs Electriques allant jusqu'& 12,5 kV/cm 
et 16,7 kV/cm et une correlation entre la valeur du champ 

35 Electrique et la durEe des impulsions est Egalement Etablie. 

Bien que 1'Energie dissipEe dans la solution soit 
rEduite, 1'efficacitE de 1'opEration est limitEe par une 
mortalitE des cellules due h l'Eclatement suite & des chocs 
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Electriques trop importants. 

Le brevet US-A-4 663 292 (WONG et al.) dEcrit un 
systeme apte h fournir des trains d' impulsions carries de 
haut voltage et de courte duree, identiques, et a les appli- 
5 quer a une suspension contenant des cellules et des macromo- 
lecules biologigues telles que des genes. Le cas Echeant, 
1' application du train de decharges est prEcEdEe par 1' appli- 
cation a la suspension d'un champ Electrique non uniforroe de 
haute frequence, non assimilable a un train d' impulsions et 

10 connue en soi par ailleurs. II n'y a pas de contact direct 
entre 1' electrode de decharge et la suspension, selon la 
technique decrite dans ce document. 
But de 1 # invention 

La presente invention vise a fournir un procede de 

15 permeabilisation des membranes cellulaires qui ne presente 
pas les inconvenients de l'Etat de la technique et qui permet 
d'amEliorer le rendement des manipulations en augmentant le 
taux de cellules percees et/ou la survie des cellules et/ou 
1' entree des molecules Etrangeres dans les cellules. 

20 Un autre but de la presente invention consiste a 

fournir un dispositif permettant la mise en oeuvre du 
procede . 

Elements essentiels de 1 / invention 

Conformement a la presente invention, on applique 

25 k une suspension contenant les cellules h rendre permeables 
ainsi que les molecules destinees a etre logEes a 1' inter ieur 
des cellules, successivement au moins une decharge electrique 
de courte duree engendrant dans la suspension un champ Elec- 
trique de valeur elevee et ensuite au moins une decharge 

30 Electrique de plus longue duree et engendrant dans la suspen- 
sion un champ Electrique de valeur moins elevee. 

On a constate que cette f agon de proceder permet 
de rEduire le taux de mortalitE des cellules tout en augmen- 
tant le taux de penEtration de celles-ci. 

35 ii est bien entendu que les deux Etapes de 1' inven- 

tion doivent se suivre dans un laps de temps tres court. En 
effet, plus le laps de temps separant les deux etapes est 
important, plus le taux de mortalite des cellules est Eleve 
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et plus le taux de transformation est faible. On a constate 
qu'un temps d 7 environ 10 secondes const itue un seuil a ne pas 
depasser . 

Avantageusement, la decharge de courte duree 
5 consiste en une impulsion a decroissance exponentielle, 
notamment obtenue par la decharge d'un condensateur . Elle 
peut egalement consister en une ou plusieurs impulsions du 
type rectangulaire. 

Les valeurs du champ electrique engendre par la 
10 decharge de courte duree peuvent atteindre 400 a 25000 V/cm 
en fonction de la duree de 1'impulsion et du type de cellules 
a traiter, la duree Etant de l'ordre de 10 fis a 10 as. 

En regie generale, on selectionne les caracteristi- 
gues de la decharge de courte duree de maniere telle que le 
15 champ Electrique engendre par celle-ci soit compris: 

- entre 400 et 2500 V/cm lorsqu'on traite des cellules euca- 
ryotiques provenant d'organismes pluricellulaires; 

- entre 2000 et 5000 V/cm lorsqu'on traite des cellules 
eucaryotiques unicellulaires telles que des levures, et 

20 - entre 10000 et 25000 V/cra lorsqu'on traite des cellules 
procaryotiques . 

Par ailleurs, la decharge de longue duree peut 
avantageusement consister en une tension essentiellement 
continue , par exemple fournie par un generateur basse 
25 tension. Le champ Electrique engendre peut etre de l'ordre 
de 50 a 1000 V/cm, en fonction de la duree de 1' impulsion et 
du type de cellules a traiter. La tension est generalement 
appliquEe pendant un temps cumule de l'ordre de 1 ms a 1 s. 

Selon une autre variante, 1' impulsion de longue 
30 duree est eventuellement une impulsion a decroissance expo- 
nentielle. 

Selon une forme d'execution preferee, la premiere 
decharge et/ou la seconde decharge peuvent consister en un 
train d'ondes. Dans ce cas, on peut encore prevoir de permu- 
35 ter la polarite de la difference de potentiel aux bomes de 
la solution au cours de la decharge. 

Pour ce qui concerne la decharge de courte duree, 
un effet de resonance du a 1' inversion de la polarite peut 
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augraenter la creation de pores dans la paroi cellulaire. 

D'autre part, 1' inversion de polarite lors de la 
decharge de longue duree peut provoquer des mouvements de va- 
et-vient de la molecule, par exemple l'ADN, a introduire dans 
5 les cellules, ce qui augraente les chances de penetration dans 
la cellule. 

Le procede de la presente invention permet de 
transformer des souches cellulaires que 1'on n'etait pas 
encore arrive a transformer jusqu'a presents Des experiences 

10 sur lymphocytes humains et sur certaines souches de levure 
ont ete particuli&rement concluantes. 

Dans la mesure oCi la duree de vie des cellules dans 
le milieu consid£re le permet, on peut encore augraenter le 
taux de penetration en effectuant success ivement plusieurs 

15 demarches conformes a 1' invention. 

Le dispositif qui permet la raise en oeuvre du 
procede de 1' invention comporte au moins une source de haute 
tension et une source de basse tension, la tension degagee 
par l'une et 1' autre etant alternativement raise aux bornes 

20 d 'electrodes adaptees a une cuvette connue en soi destinee 
a contenir la suspension. 

La source de haute tension peut avantageusement 
consister en un condensateur associe a un circuit de charge; 
il peut egalement s'agir d'un generateur haute tension. 

25 La source de basse tension quant a elle peut etre 

par exemple un generateur basse tension, ou encore un conden- 
sateur associe a un circuit de charge. 

D'une maniere preferee, la tension et la constante 
de temps du ou des condensateur (s) sont programmables . 

30 Le procede ainsi que le dispositif de 1' invention 

conviennent particulierement bien pour la permeabilisation 
de parois cellulaires afin d'y introduire des molecules 
telles que 1'ADN, des proteines, des anticorps, des drogues 
ou autres produits chimiques. 

35 Une autre application reside dans 1' extraction de 

molecules, notamment de l'ADN, de cellules rendues permea- 
bles. Cette technique permet notamment d'obtenir de l'ADN 
"propre", simplifiant granderoent les etapes de purification 
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ulterieure. 

On peut encore trouver une application du procede 
de 1' invention dans la modification de cellules et eventuel- 
lenient dans la fusion de celles-ci. 
5 La figure 1 est une representation schematique 

d'une forme d'execution d'un dispositif permettant la permea- 
bilisation de cellules vivantes selon 1 ' invention. Celui-ci 
comporte un condensateur 1 associe k un circuit de charge 3. 
Une fois que ce condensateur 1 est charge a une valeur pre- 

10 determinee par le circuit de controle 11, un dispositif de 
commutation 2 (de type relais, thyristor, GTO ou assimile) 
le met en contact avec line cuvette d'61ectroporation 7 conte- 
nant, en suspension, des cellules vivantes et des macromole- 
cules biologiques. La premiere decharge est alors appliquee. 

15 A la fin de cette decharge, le dispositif 2 passe 

en position ouverte et un autre dispositif de commutation 4, 
de meme type, met ensuite en contact le generateur basse- 
tension 5 avec la cuvette d'Slectroporation. La deuxieme 
decharge peut alors avoir lieu. Ses caracteristiques (forme, 

20 amplitude, duree) sont aussi determines par le circuit de 
controle 11. 

A la fin de la seconde decharge, le dispositif de 
commutation 4 retourne a l'etat ouvert et le dispositif de 
1' invention est pret pour une nouvelle electroporation. 

25 Un dispositif de shuntage 9 coramande par le circuit 

de controle 11 est plac<§ en parallele sur la cuvette d' elec- 
troporation 7 pour permettre la determination de la constante 
de temps de decharge du condensateur 1. 

Suivant une autre forme d'execution non represen- 

30 t6e, le dispositif de 1' invention ne comporte pas de conden- 
sateur, ni de circuit de charge . Dans ce cas, un generateur 
haute tension genere la premiere decharge, de courte duree, 
qui est alors de type rectangulaire. Dans cette forme d'exe- 
cution, le dispositif de commutation 2 reste ferme en perma- 

35 nence pendant chaque decharge de type rectangulaire, 

Eventuel lenient, la deuxieme decharge peut aussi 
etre de type exponentiel decroissant, auquel cas le genera- 
teur basse tension sera remplac<§ par un ensemble circuit de 
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charge et condensateur , la valeur de charge de ce dernier 
etant egalement determinee par le circuit de controle. 

Avantageusement, les valeurs des differents parame- 
tres (resistance du dispositif de shuntage, capacite du 
5 condensateur, voltage et duree de la decharge emise) sont 
reglables et programmables . 

Le cas echeant, un condensateur peut etre remplac£ 
par plusieurs condensateurs de capacites differentes selec- 
tionnees par le circuit de controle 11 montes en parallele. 
10 L' invention est decrite plus en detail ci-dessous 

a l'aide d'exemples d'ex^cution de permeabilisation de cellu- 
les realisees grSce a un dispositif selon 1 ' invention. . 
Exemple I 

Permeabilisation de cellules hypophvsaires de rat flicmee GH, 
15 GC. GH3b6. GH4 ) 

On prepare les cellules comme pour une electropora- 
tion classique. On les concentre a 4 millions de cellules/800 
fil, dans le milieu de culture habituel de ces cellules. On 
ajoute 1'ADN, de 3 /ig a 100 /ig suivant le plasmide ou le 

20 fragment d'ADN utilise. On depose 800 /il du melange dans une 
cuvette d'^lectroporation classique de 4 mm. On applique une 
premiere decharge de 300 V (750 V/cro), avec une resistance 
de shuntage de 74 n et un condensateur de 40 fiF. On applique 
ensuite, une seconde decharge de 100 V (250 V/cm) avec une 

25 resistance de shuntage de 132 n et un condensateur de 1800 
/*F. Les cellules sont immediatement transvas^es dans du 
milieu de culture frais. Par la m^thode de mesure enzymatique 
"CAT", on obtient une r.eponse 10 a 100 fois superieure par 
rapport a l'etat de la technique. 

30 Exemple ? 

Permeabilisation de levures 

On procede de fagon analogue a 1' exemple 1 en 
utilisant les parametres suivants : 

- premiere decharge: 750 V a 1500 V suivant la souche 
35 shunt 74 n 

condensateur 40 fiF 
cuvettes de 2 mm 

- deuxieme decharge: 100 V 
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shunt 282 n 
condensateur 1800 /IF 
On obtient 10 3 a 10 v transformants//ig ADN, c'est-a- 
dire jusqu'a 10 a 100 fois plus que selon l'6tat de la tech- 
5 nique. 
Exemple 3 

Perm6abilisation de bacteries 

On procede de maniere analogue avec les parametres 

suivants : 

10 - premiere decharge: voltage de 2000 h 2500 V 

shunt de 74 n 
condensateur de 40 
cuvettes de 2 mm 

- deuxieme decharge: voltage de 100 V 
15 shunt de 132 n 

condensateur de 1800 jiF 
Dans le cas de bacteries gram-, on obtient 10 s a 
10 xx transformants//xg ADN, c'est-a-dire jusqu'a 10 fois plus 
que selon l'<§tat de la technique. 
20 Dans le cas des bacteries gram +, on 

obtient 10* a 10" 7 transformants/jug ADN, c'est-a-dire jusqu'a 
100 fois plus. 
Exemple 4 

Permeabilisation de protoplastes 
25 On procede de facon analogue aux exemples pr6c£- 

dents avec les parametres suivants: 

- premiere decharge: voltage de 150 a 250 V 

shunt de 74 n 
condensateur de 40 
30 cuvettes de 4 mm 

- deuxieme decharge: voltage de 50 a 100 V 

shunt de 132 n 
condensateur de 1800 j*F 
On obtient 10 1 a 10 3 trans formants//xg ADN. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de permeabilisation de membranes cellu- 
laires par decharge Electrique (electr operation) caracterisee 
en ce qu'on applique h une suspension contenant des cellules 

5 a rendre permEables ainsi que des molecules destinEes a etre 
1 ogees a 1'intErieur des cellules, successivement au moins 
une decharge Electrique de courte durEe engendrant dans la 
suspension un champ electrique de valeur ElevEe et ensuite 
au moins une decharge Electrique de plus longue durEe et 
10 engendrant dans la suspension un champ Electrique de valeur 
moins ElevEe. 

2. ProcEdE selon la revendication 1 caractErisE en 
ce que la decharge de courte durEe consiste en une impulsion 
k decroissance exponentielle, notamment obtenue par la de- 

15 charge d'un condensateur . 

3. ProcEdE selon la revendication 1 caractErisE en 
ce que la decharge de courte duree consiste en une impulsion 
de type rectangulaire . 

4. ProcEdE selon 1'une quelconque des revendica- 
20 tions precEdentes, caractErisE en ce que la valeur du champ 

Electrique engendre par la decharge de courte durEe varie de 
400 a 25000 V/cm, en fonction de la duree de 1' impulsion et 
du type de cellules & traiter, la duree de 1' impulsion etant 
de 10 fis ^ 10 is. 

25 5. ProcEdE selon la revendication 4 caractErisE en 

ce que la valeur du champ Electrique engendre par la decharge 
de courte duree varie de 400 a 2500 V/cm lorsqu'on traite des 
cellules eucaryotiques provenant d'organismes pluricellulai- 
res, de 2000 a 5000 V/cm lorsqu'on traite des cellules euca- 

30 ryotiques unicellulaires telles que des levures et de 10.000 
h 25.000 V/cm lorsqu'on traite des cellules procaryotiques . 

6. ProcEdE selon 1'une quelconque des revendica- 
tions precEdentes caractErisE en ce que la seconde dEcharge, 
de longue durEe, consiste en une tension essentiellement 

35 continue, par exemple fournie par un gEnErateur basse ten- 
sion, engendrant un champ Electrique de I'ordre de 50 k 1000 
V/cm, en fonction de la durEe de 1' impulsion et du type de 
cellules a traiter. 
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7. Procede selon la revendication 6 caracterise en 
ce que la tension essentiellement continue est appliquee 
pendant un temps cumuli de l'ordre de 1 ms h 1 s. 

8. Procede selon 1'une quelcongue des revendica- 
5 tions 1 a 5, caracterise en ce que la seconde decharge, de 

longue duree, consiste en une impulsion a decroissance expo- 
nentielle. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 5 caracterise en ce que la decharge de courte duree 

10 et/ou la d£charge de longue duree consistent en un train 
d'ondes. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 5 et 9 caracterise en ce qu'on permute la polarite 
de la difference de potentiel aux bornes de la solution 

15 pendant la seconde decharge, de courte duree, et le cas 
echeant pendant la premiere decharge. 

11. Dispositif pour la mise en oeuvre du procede 
de 1' invention caracterise en ce qu'il comporte au moins une 
source de haute tension, et une source de basse tension, la 

20 tension degagee par l'une et 1' autre etant alternativement 
mise aux bornes d ' electrodes adaptees a une cuvette connue 
en soi destinee a contenir une suspension contenant des 
cellules a rendre permeables, ainsi que des molecules desti- 
nees a etre 1 ogees a l'interieur des cellules. 

25 12. Dispositif selon la revendication 11 caracte- 

rise en ce que la source de haute tension consiste en un 
condensateur (1) associe a un circuit de charge (3). 

13. Dispositif selon la revendication precedente 
caracterise en ce que la source de haute tension consiste en 

30 un generateur haute tension. 

14. Dispositif selon l'une quelconque des revendi- 
cations 11 a 13 caracterise en ce que la source de basse 
tension consiste en un generateur basse tension (5). 

15. Dispositif selon l'une quelconque des revendi- 
35 cations 11 a 13 caracterise en ce que la source de basse 

tension consiste en un condensateur associe h. un circuit de 
charge . 

16. Dispositif selon l'une quelconque des 
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revendications 11 a 15 caracterise en ce que la tension 
maximum et la constante du temps du ou des condensateur(s) 
sont programmables . 

17. Utilisation du dispositif selon l'une quelcon- 
5 que des revendications 11 & 16 pour 1 ' introduction dans les 

cellules de molecules telles que 1'ADN, des proteines, des 
anticorps, des drogues ou autres produits chimiques. 

18. Utilisation du dispositif selon l'une quelcon- 
que des revendications 11 a 16 pour 1' extraction de molecu- 

10 les, notamment de 1'ADN, de cellules. 

19. Utilisation du dispositif selon l'une quelcon- 
que des revendications 11 a 16 pour la modification ou la 
fusion de cellules. 
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